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COMPOSITION VACCINALE COMPRENANT DU POLYRIBOSYLRIBITOL 
PHOSPHATE ET SON PROCEDE DE FABRICATION 

L'invention concerne le domaine des compositions vaccinalcs et plus 
5 particulierement les compositions vaccinales comprenant au moins un antig&ie 
constitue par le polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae type b ou 
polyribosylribitol phosphate a haut poids moleculaire couple k l'anatoxine t&anique. 

On connait dans Tart ant&ieur, et notamment par Tarticle "Quantitative and 

10 Qualitative Analyses of Serum Antibodies Elicited in Adults by Haemophilus 
influenzae Type b and Pneumococcus Type 6A Capsular Polysaccharide Tetanus 
Toxoid Conjugates'* Rachel Schneerson et al, Infect. Immun. May 1986, un antigene 
que Ton peut utiliser a des fins vaccinales chez l'homme afin de le proteger des 
infections provoquees par Haemophilus influenzae type b. Cet antigene est constitue 

15 par un polysaccharide capsulaire de la bacterie, le polyribosylribitol phosphate (ou 
PRP) qui est rendu T-dependant grace a un couplage a une proteine porteuse, 
l'anatoxine tetanique. Des essais realises chez des enfants rhesus ont montre, ainsi que 
le rapporte cet article, que la reponse immunitaire etait k la fois plus importante et plus 
precoce, si l'antigfcne 6tait associe a de l'hydroxyde d'aluminium. Cependant, ainsi que 

20 le mentionne un autre article intitule "Clinical and Immunologic responses to the 
capsular polysaccharide of Haemophilus influenzae type b alone or conjugated to 
tetanus toxoid in 18-23 month-old children", Bo A. Claesson and al, The Journal of 
Pediatrics, May 1988, on a pu remarque que cet antigene, adsorbe sur hydroxyde 
d f aluminium etait, apres stockage moins immunogene que l'anttgene maintenu en 

25 solution saline, ce qui peut Stre du a une degradation du polysaccharide. 

Afin de resoudre ce probleme de stabilite des PRP-T, il a ete propose dans 
Tart anterieur de le lyophiliser. Cette solution, si elle permet bien a Tantigene de 
conserver son caractere immunogene au cours du temps, presente cependant des 

30 inconvenients, notamment au niveau de la fabrication ; la lyophilisation et les 
operations particulieres de conditionnement qu ! elle requiert compliquent le procede de 
fabrication, ce qui en augmente le cout. En outre, au moment de Tadministration, il est 
necessaire d'effectuer une reprise du lyophilisat, ce qui signifie qu'il est necessaire de 
disposer en plus du lyophilisat d f un liquide de reprise de ce lyophilisat ; cette operation 

35 represente une contrainte supplementaire pour le praticien et comporte, comme toute 
manipulation, le risque d'etre mal effectuee. 
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En outre, un certain nombre de combinaisons vaccinales liquides possedent 
des antigenes adsorbes sur un adjuvant a base d'aluminium et il serait avantageux de 
pouvoir, sans perte d'immunogenicite, leur ajouter I'antigfcne constitue par le PRP-T. 
En effet, la solution proposee par Fart anterieur et consistant en une seringue 

5 particultere & 2 compartiments (un premier compartiment contenant le PRP-T sous 
forme lyophilisee et un second compartiment contenant les autres antigenes en 
suspension aqueuse) dont le contenu est melange extemporanement au moment de 
radministration n'est pas satisfaisante tant au niveau des couts de fabrication qu'au 
niveau des operations a effectuer par le praticien. 

0 - 

II est done souhaitable de pouvoir disposer de composition vaccinale liquide 
comprenant Tantigfene constitue par le PRP-T ayant un tres bon caractere immunogene 
conserve au cours du temps, et dont les conditions de fabrication permettent la 
production au moindre coflt. 

15 

Pour atteindre ces buts, Tinvention a pour objet une composition vaccinale 
comprenant au moins un antigene constitue par le polysaccharide capsulaire de 
Haemophilus influenzae type b ou Polyribosylribitol Phosphate a haut poids 
moleculaire couple & Tanatoxine t^tanique ainsi qu'un adjuvant b base d'aluminium, 
20 caract6ris6e en ce que l'adjuvant a base d'aluminium presente un point de charge zero 
inferieur a environ 7,2. 

On a ainsi rernarque que, de fafon surprenante, dans ces conditions, le PRP-T 
conservait au cours du temps en milieu liquide, son tres bon caractere immunogene. 

25 

Selon une caracteristique particuliere de Tinvention l'adjuvant a base 
d'aluminium comprend des hydroxydes d'aluminium auxquels ont ete ajoutes des 
anions. 

30 Ainsi, il est possible d'utiliser un adjuvant parfaitement qualifie pour une 

utilisation vaccinale tout en conservant au PRP-T en milieu liquide une tr£s bonne 
immunogenicite. 

Selon une autre caracteristique de l'invention, les anions sont choisis parmi les 
35 phosphates ou les citrates. 

Ainsi, la composition obtenue presente toutes les garanties de securite 
necessaires a une administration vaccinale. 
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Selon un mode de realisation particulier de l'invention, la composition 
vaccinale compiend en outre une ou plusieurs des valences vaccinales choisies paimi : 
la diphterie, le tetanos, ia coqueiuche, Thepatite B, la poliomyelite. 

On peut ainsi disposer de combinaisons vaccinales liquides, stables, dans 
lesquelles chaque antig&ie conserve son immunogenicite, ce qui permet au praticien, 
sans manipulation supplemental de sa part, de vacciner simultanement contre 
plusieurs maladies ; ceci permet de reduire les couts a la fois en ce qui concerne les 
produits et en ce qui concerne le nombre de visites a effectuer. 



L'invention a 6galement pour objet un precede de fabrication d'une 
composition vaccinale comprenant au moins un antigene constitue par le 
polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae type b ou Polyribosylribitol 
Phosphate 4 haut poids moteculaire couple a l'anatoxine tetanique, caracterise en ce 
15 qu'ii consiste a adjuver la composition vaccinale au moyen d'une suspension de 
complexes d'aluminium ayant un point de charge zero inferieur h environ 7,2. 

La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la description 
detaillee qui va suivre. 



Uantigfene constitue par le polysaccharide capsulaire de Haemophilus 
influenzae type b est un polymere lineaire consistant en ribose, ribitol et acide 
phosphorique dont la structure monomere est la suivante : 



OH 

HO 



OCH 2 CHCHCHCH 2 OPO r 



OH OH 

— 0 OH 



35 



Le nombre de monomeres de ce type est eleve (superieur a 100), ce qui 
conduit a un polysaccharide dont le poids moleculaire est de Tordre de 500 000 a 
1 000 000. 
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Afin d'induire une reponse immunitaire des cellules T chez de jeunes enfants, 
cet antigene est conjugue a une proteine porteuse constitute par l'anatoxine tetanique. 

Un tel antigene peut par exemple etre obtenu selon la methode decrite dans 
"Quantitative and Qualitative analysis of serum antibodies elicited in adults by 
Haemophilus influenzae type b and Pneumococcus type 6A capsular polysaccharide- 
tetanus toxoid conjugates" Schneerson et al, Infect. Immun. 52 : 519 (1986). 

Les caracteristiques propres a cet antigene : nombre eleve de monomeres du 
polysaccharide, nature de" la proteine porteuse, nature" de la liaison entre le - 
polysaccharide et la proteine porteuse, lui conferent des qualites particulieres et 
notamment une tres bonne immunogenicite. 

Afin de conserver ces qualites en milieu liquide au cours du temps, il a 
[5 nontenant ete trouve qu'on pouvait utiliser des complexes d'aluminium dont le point 
de charge zero eteit inferieur a environ 7,2. En effet, on a trouve que, de facon 
surprenante, lorsque le PRP-T est associe a de tels complexes d'aluminium, son tres 
bon caractere immunogene est conserve au cours du temps en milieu liquide et ce, quel 
que soil son degre de fixation aux complexes d'aluminium. 

20 

Le point de charge zero des complexes d'aluminium est l'equivalent du point 
isoelectrique des prolines : c'est le P H auquel la charge en surface des complexes 
d'aluminium est nulle. En fait, ce point de charge zero est approche par des mesures de 
potentiel zeta qui peuvent etre realisees selon differentes techniques, la methode de 
25 base etant l'electrophorese. II est possible d'effectuer les mesures au moyen d'un 
appareil tel que le DELSA 440 de Coulters Electronics, Hialeah, Fl, USA. 

Les methodes et appareils de mesure pouvant etre differents, les resultats 
obtenus peuvent egaiement varier. Les complexes d'aluminium convenant aux fins de 
30 Invention sont ceux pour lesquels ce point de charge zero est inferieur a env,ron 7,2, 
cette valeur de 7^ ne pouvant etre qu'une valeur approximative. 

Les complexes d'aluminium convenant aux fins de 1'invention sont ceux qui, 
par nature, ont un point de charge zero inferieur a 7,2 ou ceux qui peuvent etre 
35 modifies afin d'abaisser leur point de charge zero. 

Parmi les complexes d'aluminium ayant par nature un point de charge zero 
inferieur a 7,2, on peut citer ceux communement appeles phosphates d'aluminium dans 
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5 II peut s'agir egalement de complexes dominium obtenus par reaedon de 

II peut sag* b CIirdeS sulfates de potassium ct d'alumimum. 

carbonatedesodiumentamponPBSsurdessuitates P 

cours du temps. 

., . „«5Me selon l'mvention d'utiliser des complexes 
15 modifies pour abaisser ce point de charge. 

t^x^^ : ~ ss: " u : * 

20 peut notamme „t - " 
Societe SUPERFOS BI °™ 

D .T. C0 q ™ commerce par la ^™ @ commcr cialise par la Societe 
produit utilise comme adjuvant dans le Recomb.vax 



MERCK. 



25 



30 



35 



phosphate disodique et du chlorure de sodmm. 

„ e* poss* una —son de » anions, »- 

exempk »ne combinaison d'ions phospha.es e, d'ions carbona.es. 

• i Pontes a la suspension de complexes 
„ est possibie que J- mm-* «» » J om ^ ajoot4s a0 
d'aluminium prialablemen. a I'ajoul du PRP-T, 1 
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anions cboisis avant de 1= porter au contact dc 1 adjuvant. 

u qu an*e ^anions ajo^ - «— »« *— 

:rrr; d i7d"r— . — - - — — 

Lsto.SadeW^pn^tapor^deltammed.l'art. 

« onob.an.uneco.posiuonvacci.ale sab.e a ,'eta, liquide, c'est-a-dire 
dans laquelle 1= PW-T conserve son bon caractere inununogene. 

■ rfduite ce qui doit contribuer au mainuen de son 

complexes d'aluimmum etait reduite, ce qui 

integrite et done de son immunogenicite. 

i<»™.i.l au sens de l'invention, il est possible 

est egalement reduite. 

i audosage.orsque.aprtecenuifug.Uon.onrecueil.elesurnageant 

us compositions vaccina.es selon «— 
vaccina, consutui par ,e FRP-T p-«. com £ ««- - ^ 

0 tetanos, la coqueluche (celluimre ou lw comp iexes 



12 ug 
43,75 jig 
0,3 mg 
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,2 mois ayant recu des injections a 2, 4 et 6 mois, d'accroitre la production 
X 2 mors ayan re? j nt ^ par ^ a un rappel 

d'anticorps anti PRP-T de lacon p TFTRAct-HIB™ commercialise 

effectue dans les memes conditions avec le vaccin TETRAct Hits 
par la Societe PASTEUR MEREUX Serums et Vaccrns. 

5 

Tfremole 1 

On fabrique une composition vaccinale a partir des elements suivants : 

- - •r.^/ATP^ 1 unite vaccinante 

10 .anatoxinetetamquepunfieeCAT^) , ^ vaccinante 

. anatoxine diphtenque punfiee (ADP) opacime triques) 

• melange cellulaire Pertussis 

• PRP-T (exprime en poids de PRP) 

• merthiolate 
1 5 .hydroxyde d'aluminium (exprime en Al) 

tel que celui present dans le D.T. Coq ™ 

M 30 umoles 

• phosphates nnsml 
.tampontris 10 mmolaire comprenant du 0,U3 

saccharose a 8,5 % 

0,5 mi 

20 «eaup.p.i- qsp 

Us ions phosphafcs son, appor.es a pa* dune so,u t ion — du phosphate 
mon opotassi,ue, du phosphate disodique e. du chlorure de sodmn, 

25 Example 2 

On a teste chez de jeunes enfants IMW * «• ™*° siAm "7* 
' rr^n^e ,. consent a — «« 

a„,*ieu, constitue P» i= vaccin ^ ~ ™ c ^e 

30 qui poss.de ies — fences — 

Pertussis. 

• n A0 nmirrissons dont 130 ont re?u la 
Ce test a etc realise -r - | «J , de £2 ^ — (-- 
formulation selon l'exemple 1 et 132 ? 
TETRAct-HIB ™. L'administration des vaccrns a ete effectuee a A 

intra-musculaire. 



35 
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• ^ le litre GMT en anticorps anti-PRP etait de 0,2 ng/ml dans les 
Avant immunisation, le titre uivn c« *- . 

-i «»it de 1 9 et 1 4 ug apres la seconde injection et de 5,9 et 5,8 apres 

anterieur. 

Ara es 1. .m* Section, 98% N " ■*» VfaraUkm) " * % ^ 
.7a 0 15 utfml ■ « taux Salt attrint apt* la 3toe mjecfon chez 100 /. des 

recu le vaccin selon l'art anteneur. 

Apres la 3eme injection, les quants d'anticorps dirig*s centre chacune des valences 
vaccinales etaient enmoyenne les suivantes : 



Diphterie 
Ul/ml 



Tetanos 
Ul/ml 



Titre 
Agglutin-Pertussis 

GMT 

PRP 



Vaccin art anterieur 
1,35 



5,1 




Vacci n invention 
1,56 



4,9 



15 



Apres l'injection 
fois: 



de rappd effects a 12 mois, les qua-tite d'amicon* tata* cette 
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tableau ci-apres. 




15 



^Iceme.ePW-Tque^au^an^n.svaccmau, 



20 gxem ple 4 

concentration de 20 HE de FRWW. « P r CZ) u quantit e de 

m differents points de charge ^eiu / 
^rentes natures et de d f* P ^ dans la 

25 complexes d'alumuuum est telle que 

composition est de 0,6 g/l. 

. ■ , . comolexe AtaU. —OX V * I***'* - 



30 
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• • ,nn«titue oar du phosphate d'alurrinium 

potassium et d'aluminium. PCZ - 5,4 
contenantlescomplexesd'alunuruumetduPRP-T. 

10 

P.vem ple 5 

des conditions de vieillissement accelere, i.e. quon 

• est effect sur des souris de 22-24 g a qui on administre en 

inoculees pour chaque composition vaccinale est de 8. 
Le resultat est consider* satisfaisant si : 

.onaaumoins75%dessourisU2i^ 

• on a une difference significative entre les resultats obtenus 
J21. 

apres : 

35 



25 
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acide, la composite vaccinal, owenue «t ^bk. 



5 P.vempie6 

O. v* fi c po. *- - - «— " — * ^ 

fixeaux complexes d'aluminium. 

. „„ rprueille le surnageant dans 

lequel on dose par ELl&A ou p«u 

• a. PRP-T dans la composition de depart et la 
U difference entre la concentrator ^^^^r^******** 
quantite dosee dans le surnageant permet de determm 



15 



Les 



resultats obtenus sont relates ci-apres : 



CI : 100 % 
C2 : 100 % 
20 C3:100% 
C4 : 70% 

P.xemple 7 

.. , e „ lui aioutant dcs ions phospW "S» <robKnir "" e 
25 0 „ mo4iB c *«^1*JZ~**» «** cne* la sou* apKS 

■ a pup T aux complexes d'aluminium 
30 m on«,n=,danscescondioons, S eul20/.duPRP 
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Pvemolel 

•tinn 1 en lui aioutant cette fois des ions citrates afin d'obtenir 
On modifie la composition 1 en lui ajouaa 
une concentration de 200 mMoleA. 

solution conduit alors a un resultat satisfaisant. 

a r vatinn de PRP-T aux complexes d'aluminium 

Fvem ple 9 

v 7 en lui aioutant des ions phosphates afin d'obtenir une 
On modifie la composrtion 2 en lui ajoutan 
15 concentration de 20 mMole/1. 

u m — *- 1 rr: — r:;"^ i 

condui. alors a un ^^T^Z, dans «s conditions, h 
fixation de PRP-T at« convex* **— » — « 

20 PRP- T n ' est P lus du t0Ut fix6 ' 
Pv<»mple 10 

., 3 cn iui aj0 utant des ions phosphates en different 
On modifie la composition 3 en j aux 
25 q uantites et on determine le pourcentage de fixation 

d'aluminium. 

. . . t.itp mie la concentration en phosphates 
Si la quantite d'ions phosphates ajoutee est telle que . ^ % 

Llacompositione S tde2mMoleA,lepourcentagedePRPTfi 

30 . f - OPCf telle aue la concentration en phosphates 

Si la quantite d'ions phosphates .out « -r ^ ^ ^ 
dans la composition est de 4 mMole/1, le PRP-T nest pi 

• • v raises chez la souris apres vieillissement accelere de la 
Les tests d'immunogemcite realises chez 

35 solution sont satisfaisants. 
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O„modifie la composition 4 en lui j 
.^BationdefrOmMoWl. 

U da^nirfo. » * ~ ?W . T «, fixe. Lc « «— 

" satisfaisant.- ------ - - - - - - - - 
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position vaccinate . par* des elementt : 
On prepare urte composition 

• • a« °' 25mg 

; •Hydroxyded'AluminiumCeKpnmeenAl) ^ 

•PRP-T (exprime en poids de PRP) 1 dose vacc inante 

#ADP 1 dose vaccinante 

-A TP 15uMoles 

• Phosphates 40 U 

, 0 .Antigenes Polio ^ 8U 

type II 32U 

25 ug 

• Anatoxine Pertussis 2 5 ug 

• F-HA Pertussis 0,125 ml 
25 .tampontrisSOmmolaire 

comprenant du saccharose a 42,5 A ^ ml 

• eaup.p-i- ^ S P 

2 mois a 25"C ct une sotauon stock* « element 
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.Hydroxydc aluminium (exprime en Al) 
•PRP-T (exprime en poids de PRP) 

• ADP 
•ATP 

5 .Anatoxine Pertussis 
•F-HA 

dans le vaccrn GenHevac a r« 
.MtigenesPolio *£n" ~ ~ 
10 type III 

•phosphates 

• carbonates 

.tampon tris 50 mMolaire 
l5 comprenantdn saccharose a 42,5/c 

• eaup.p-i- q s P 
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0,3 mg 

1 dose vaccinante 
1 dose vaccinante 

25 jig 
25 ]ig 
20 ng 

40 U 

- 8U - - 
32 U 

20 uMoles 
5 uMoles 
0,125 ml 

0,5 ml 



20 



• • • ^naree en la soumettant 2 semaines a 
qU ecelaaetedecritarexemple5. 



Lesresultatsobtenussontsatisfaisants. 



25 



uhs • ce test est realise chez la 

On realise un test 

souris et consiste a doser les satisfaisant, etre injure a 

Effective 50 % qui doit, pour que le test 
0,970 ugdeproteineHbs. 

c la solution preparee comme indique ci-dessus et 
Les rfsultats r- k ^^^-«--* 

30 maintenue 2 semaines a 37 C avant 



F.vem ple 14 

On prepare une composition 

35 . H ydroxyded'Aluminium(exprimeenAl) 

• PRP-T (exprime en poids de PRP) 

• ADP 



vaccinate apartir des elements suivants: 



0,3 mg 
10 ug 

1 dose vaccinante 



WO 96/37222 



-15- 



PCT/FR96/00791 
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• ATP 

• Anatoxine Pertussis 

• F-HA 
•Fimbriae 
•Pertactine 

.ProteineHbsdellequeptesentedans 
le vaccinGenHevacBPASTEUR®) 

•AntigenesPolio type ^ r 

. . type II ...... . 

typelll 

•phosphates 

• carbonates 

•MgCl2 
•tanipontris50mMolaire 
15 comprenantdu saccharose a 42,5% ^ 

•eaup.p.i- qsp 

20 VexempleB.onttouscondmtadesres 
composition vaccinate selon I'invenuon. 



1 dose vaccinante 
10 ng 
5^g 
5ng 
3|ig 
20 Hg 

40 U 
8U 
" 32 U 
20 nMoles 
10 ^iMoles 
5 uMoles 
0,125 ml 



- PCT/FR96/00791 
- 16 - 

WO 96/37222 

REVENDICATIONS 

. _ antigtoe constitud par le 

5 Phosphate i tout poife molecuta* P j, base ,falum.raum 

10 based'aluminiumcomprenddeshydroxyaes 

des anions. 

sontchoisispanmiesphosphatesetlesatrate, 

4. Composition vaccmale selon une des re^ ^nium. 
quel-adjuvantabased'alutmruumcomprenddesph P 

d'alummium. 

qu'ellecomprend en outre une o p i ap oliomyelite. 
I diphrtrie, le teunos, h co,ueluche, 1 hepanteB, 

mti6 ene «*U P" * ^^.rnlol .etani,u«, cat^se en ce 
„ „„ polyribosyMbito. phosph-e «+^ m „ m Smx ^ion de 

»• ^ *n ce au'il consiste a ajouter aux 
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